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NO! TVFI I F ACTDE AMIN E A MTDO HYDROLASE! SEQUENCE 
NUCLEOTIDIOUE CORRES POND ANTE ET LEURS UTTT JSATIONS 



La presente invention oo p c ern e une nouvefle acide mane 
5 ^q"^ nucJeotidique codant pour cette enzyme, des p l asmatics 
correspondants et ftitilisafcon de cette enzyme. 

Les acides amines amidohydrolases sont des enzymes responsaUes 
plantes, les animaux et les microorganismes de rhydroiyse des residua acyies 
acides amines. Cest ainsi que l'acety krnhhine deaoetylase catalyse la conversion de la 
10 N^acetyle Lornithine en Lornithine dans le processus de biosynthese de rargmine £ 

cte r certaines bacteries. De par lew specificate enanfeomerique, ces 
parbculieremeni iatferessantes sur le plan industrid et sont nocumnent 
trtre pour la production selective de stereoisomeres i partir de melanges rac 



3 



Mameureusement, ces acides amines amidohydrolases p osrt de nt tres 
1 5 des speafkites etroites de substrat, de temperature et/ ou de pH qui empechent 

utilisation de maniere tres generale. Par exempie, une soucne d Escherichia caff ~\ 
comportant le gene codant pour Tacetylormtmne deaoetylase est incapable ^ 
cfhydrolyser des derives d* acides amines vomatiques N-acyles. 

Recemment, la Demanderesse a decouvert et caracterise, sur un 
20 cTADN de la souche Bacillus stearothermophihis NCDB8224, la presence <fun 

aminoacylase codant pour une acide amine amidohydrolase hydrolysaat des motifs N- 
acetvie des L- acides amines (V.Salcanyan et al. 1993, Applied and Environmental 
Microbiology 59(11), 3878-3888.). Cette enzyme est thermostable et possede 
avantageusement un optimum cTactivite a 70°C. Outre cette quatfee, efle hydraiyae 
25 efficacement une grande variete de N-acyie acides amines, cornme N-acetyle. N- 
formyle, N-chlccacetyl, mais pas N-carbamoyle. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer une nouvefle 
acide amine amidohydrolase avantageusement stereospeciAque et thermostable, 
efficace vis a vis <f acides amines N-carbamoyles. 



Dans le cadre de la presente invention, la demanderesse a localise et 
se en amort du gene codant pour 1' aminoacylase ci-avant, un second cadre de 
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lecture correspondant a une sequence nucieotidique codant pour une ^franrlr 
amine amidohydrolase. D s'agit plus precisement (f une acide amine amidohydrolaae 
speafique de rhydroryse des motifs N-carbamoyie des L-acides amines, que 
appellerons ci-apres carbamoyiase ; le gene correspondant sera designe 



La presente invention a pour premier objet une carbamoytase cqp i bnee par at 
souche Bacillus stearothermophUus NCIB 8224 et capable cfliyifcuryser des motifs 
N-carbanxjyie des L-ackfes amines. 



Elle decrit en particulier risolement et la caracterisation du gene codant 
une telle enzyme. Ce gene a ete clone, sequence et exprime chez K coU et 
1 0 activite ertzyrnatique caracte ri see. 



La presente invention concerne phis partkailierement 
caracterisee en ce quelle possede la sequence (facades amines represe nt ee en 
N°l. 



La cornparaison de cette sequence avec des sequences disponibles 
15 donnees a permis de mettre en evidence des homologies sigi 

respectivement la sequence codant pour Taniidohydrolase des N-caibamoyte des L- 
acides amines de la souche Pseudomcmas sp. NS671 (Watabe eial ; 1992, Mmrmal of 
Bacteriology 174(3), 962-969) et la sequence codant pour la cattoamoyiase de la 
souche Bacillus stearothermophUus NS112A (Mukohara et al. 1993. 
20 Biotech. Biochem 57(11), 1 935-1 937, ) et dTetablir atnsa son activite 



La carbamoyiase revendiquee est avantageusement active a une temperature 
de I'ordre de 55°C et presente une L^stereopeoTjcite. 

La presente invention a egalement pour objet une sequence 
codant pour une carbamoyiase selon Trnvt 



25 Plus precisement, H s'agit de la sequence nucieotidique representee en SBQ 

ID N°l. De preference, elle est de I'ordre de 1,2 kb. 



Un autre objet de la presente invention concerne un ADN recombinant 
comprenant au moms une sequence nucieotidique telle que revendiquee. 
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Selon un mode prefere de V invention, la sequence nucleotidique ci-avant fait 
parti e d'un vecteur d'expression qui peut etre a replication autonome ou integratif. 

L'invention a egalement pour objet toute cellule recombinante con tenant une 
sequence nucleotidique et/ou un vecteur tels que definis ci-avant Les cellules 
5 recombinantes selon l'invention peuvent etre aussi bien des cellules eucaryotes que 
procaryotes. Parmi les cellules eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules 
animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de levures, on peut 
citer les levures du genre Saccharomyces , Kluyveromyces , Pichia, Sen wanniomyces , 
ou Hansenula. S'agissant de cellules animales, on peut citer les cellules COS, CHO, 

10 C127, les oeufs de Xenope, etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
particulierement Micromonospora , Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. De 
preference, il s'agit de cellules procaryotes. A ce titre on peut plus particulieretnent 
utiliser les bacteries suivantes Actinomycetes , Bacillus et Staphylococcus, et plus 
preferentieUement Kcoli. Les cellules recombinantes de l'invention peuvent etre 

15 obtenues par toute methode permettant d'introduire une sequence nucleotidique 
etrangere dans une cellule. II peut s'agir notamment de transformation, 
electropo ration, conjugaison. fusion de protoplastes, ou toute autre technique connue 

de Thomme de Tart. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de preparation de la 
20 carbamoylase revendiquee a partir de la culture (fune de ces cellules recombinantes. 
La carbamoylase ainsi obtenue, est recuperee selon des method es classiques a Tissue 
de la culture. Selon un mode particulier de ce precede, I'expression du gene codant 
pour la carbamoylase de B. stearothermophilus NCIB 8224 est placee sous conirole 
d'un promoteur du bacteriophage T7. n en resulte une expression nettement amelioree 
25 de renzyme. Elle est environ 1000 fois plus importante que dans la souche d*E. coli 
contenant un plasmide recombinant avec le gene de la carbamoylase mais sans le 
sy steme d'expression T7. 

La presente invention vise egalement un precede enzymatique pour 
hydrolyser des N-carbamoyle L-acides amines en L-acides amines correspondants 
30 mertant en oeuvre une carbamoylase selon l'invention exprimee in situ ou non a partir 
d'une cellule comportant au moins un gene selon rinvention. 
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Selon un mode particulier de ce precede, fhydrolyse est conduhe en presence 
de sels metal liques et plus preferentiellernent de sels de cobalt. Ce mode de realisation 
est decrit plus en detail en exemple 3 ci-apres. 

La carbamoylase selon Tinvention est tout particulierement utile pour 
5 preparer de la L- methionine. 

Les exemples et la figure qui suivent, sont presentes a titre fllustratif et non 
lirnitatif de la presente invention et mettent en evidence d'autres a vantages de celle-cL 

FIGURE 

Figure 1 : Construction du plasmide pETcam. 

10 

frf ATFRIEL ET METHODES 
A. Souches. plasm ides et reactifs : 

Les souches E. coii XS1D2 (Mountain et at.. 1984, Molecular and General Genetics 
197 ; 82-89.) et JM101 (Yanish-Peron et ai, 1985, Gene 33; 103-109.) ont ete 

1 5 respectivement uti Usees pour les constructions de pBC8 et du plasmide d* expression. 
La souche E coli BL21 Q (DE3) qui porte le gene T7 de I'ARN polymerase sous le 
controle du promoteur lac UV5 dans son chromosome (Studier et al.. 1990, Meth. 
Enzymoi 185 ; 60-89.) est utilisee comme note cf expression. B. stearothermophibts 
NCEB8224 est une souche du la bora to ire ( qui provient eLle-merne de I*" All Union 

20 Collection of Microorganisms", Moscou). Le vecteur d'expression pET3a a ete obtenu 
aupres de Novagen (Studier et ai, 1990, Meth. EnrymoL 185 ; 60-89.). Les acides 
amines N-carbamoyle sont de chez Sigma sauf les N-carbarnoyle methionine de serie 
D f L-, D- et L- qui ont ete syntheusees en laboratoire selon des protocoles 
classiques. Les enzymes de restriction, l'ADN ligase et risopropyl-p-D- 

25 thiogalactopyranoside (IPTG) sont de chez Boehringer Mannheim L'ADN Taq 
polymerase et les oligodeoxynucleo tides sont de chez Eurogentec. 



5 
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B. Construction de pETcam 

Le plasmide d'expression pETcam est obtenu par clonage dans le vecteur 
pET3a du fragment correspondant a La region cod ant pour cam, ampiifie par b 
5 reaction de polymerisation en chaine (PCR). Sa construction est representee 
schematiquement sur la figure 1. 

Les sequences oligodeoxynucleotide 24-mer et 29-mer utilisees pour 
amplifier la region cod ant pour le gene cam sont 5- 
AACATATGATTCAAGGGGAACGTC-3' et 5*- 

1 0 GCGG ATC CrCGTTTGTCTTTTTCGTT ATT-3* . Des sequences supplementaires 5- 
sont presentes sur toutes les amorces et correspondent aux sites des enzymes de 
restriction. Le fragment d'ADN cam AlwN I-Pvu II du plasmide pBC8 (obtenu seJon 
l'exemplel) a ete utilise pour ramplificauon de la region codant pour le gene cam, Les 
produits de la PCR sont isoles, leurs extremites sont rendues tranches a l'aide de hi 

15 sous unite Klenow de I'ADN polymerase. lis sont ensuite clones dans le vecteur 
pUC18 lui meme digere par l'enzyme Sma I et dephosphoryle. Cette etape permet la 
digestion Ndel-BamHI de la region codant pour cam qui est ensuite clonee dans le 
vecteur d'expression pET3a predigere en Ndel-BamHI. On obtient ainsi pETcam. 



20 C. Protocole dMdentificati on de la proteine carbamovlase nar SPS-PAGE 

Des culots cellulaires proven ant de 200 jol de milieu de culture sont 
resuspendus dans 100 jal de tampon (Laemmli et al. % 1970, Nature 227 ; 660-685 ) et 
soniques. Classiquement, environ 10 ^1 (soit pres de 20 ^g de proteines totales) sont 
disposes sur le gel. A pres migration (3 h) les proteines sont visualisees par coloration 
25 au bleu de Coomassie. 

D. Methode pour evaluer I'activite carbamovlase 

Des culots cellulaires provenant de 0,5 ml de culture sont resuspendus dans le 
meme volume de tampon Tris-HCl (10 mM, pH 7,4) et lyses par sonication pendant 
10 minutes. Classiquement 10 ^1 (environ 10 ng de proteines totales) de la 
30 suspension ainsi obtenue sont utilises pour doser I'activite enzymatique dans un 
volume de 200 ul. La reaction se fait en presence de tampon phosphate (50 mM. 
pH 7,5), C0CI2 (1 mM) et de substrat N.carabamoyl D, L-rnethionine 50 mM. Apres 
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15-20 minutes d 1 incubation a 55°C la reaction est arretee en ajoutant 100 cTHjPO* 
0,6 M. L'activite carbamoyl ase est evaluee en quantifiant la methionine produite lors 
de la reaction, apres separation du milieu reactionnel en phase inverse (colorme 
Kontron, Spherisorb S5 ODS 2, 250x5 mm) par HPLC (Systeme Kontron comprenanl 
5 un passeur d'echanullons, autosampler 460 : injection de 20 yd, une pompe. Pump 420 
et Gradient former 425). L'elution est realisee en presence du melange Methanol- 
H3P04 (100 mM)/10%-90% (v/v). La detection des produits se fait a 215 nm 
(Detecteur, UVDCON 740 LC). Une gam me cfetalonnage permet d'estimer la quantite 
de methionine formee en fonction de la surface des pics. En presence de substrats N- 
1 0 carbamoyle D, L-alanine ou N-carbamoyle D, L-leucine, I'alanine et la leucine sont 
quantifiees par dosage colon metrique (reactif a la ninhydrine : la coloration est 
obtenue a 70°C, temperature a laquelle Ie substrat N-carbamoyl ne reagit pas avec le 
reactif utilise). 

E. Sequencage de 1'ADN 

1 5 Le sequencage de l'ADN cod ant pour la carbamoylase a ete effectue selon la 

methode de Sanger (Sanger, 1981, Science, 214, 1205-1210 ). 



EXEMPLE 1 

- Lsolement et determinatio n de la sequence du gene codant oour la carbamQYlagg 
20 revendiquee. 

L'ADN genomique de la souche de B. stearothermophilus NCIB 8224 a ete 
digere par l'enzyme PstI puis ligature avec le vecteur pBR322 digere par la merne 
enzyme. Apres transformation d'E. coii XS1D2 , Ies clones ont ete setectionnes par 
croissance sur milieu synthetique avec tetracycline sans arginine. Tous Ies piasnndes 
25 recombinants contenaient un fragment d'ADN de B. stearothermophilus de 4,7 kb. 
L'un d'entre eux a ete designe pBC8. Un sous-fragment de 1230 pb contenanl 
rintegralite de la sequence cod ante de la carbamoylase a ete sequence. La sequence est 
presentee en SEQ ID N°l. La carbamoylase est composee de 409 acides amines et 
presente un poids moleculaire attendu de 44 202 daltons. 



7 
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EXEMPLE 2 

- Surexpression du gene carbamoyl ase 

Une precuiture de E. coli BL21Q (DE3) portant le plasrnide pETcam est 
incubee a 37°C dans un milieu LB contenant de rampicilline (100 pg/ml). 0,2 ml de 
5 cette culture sont utilises pour inoculer 20 ml du meme milieu- Lorsque la DO#» am 
atteint environ 3.0, rexpression de TARN polymerase T7 est induite avec 0,1 mM 
d'IPTG. La culture induite est poursuivie pendant 4 heures supplementaires. La 
culture est centrifugee a 12 000 g pendant 3 minutes. Les culots de cellules sont 
conservees a - 20°C. L'activite enzymatique carbamoylase est appreciee seVoo la 
1 0 methode decrite au point D precedent. 

Le tableau 1 ci-apres rend compte des resultats obtenus. A titre comparatif y sont 
egalement presentees les activites enzymatiques obtenues avec differentes souches 
contenant ou non le gene cam. 





Addition 


Actvite Carbamoylase 




d'IPTG 


pmot de L-meth/h/mg procaine 


Bacillus 




0,15 


stearothermophilus 






NCIB 8224 






E. coli XS1D2 




non detectable 


E. coli XS1D2 




0.4 


(pBC8) 






£1 coli BL21Q(DE3) 




non detectable 


Kcoli BL2152Q(DE3) 




200 


(pETcam) 


+ 


505 



15 TABLEAU I : 

De ces resultats, il ressort les faits suivants: l'activite detectee dans la souche 
B. stearothermophilus NCIB 8224 cultivee a 55°C en milieu LB est tres faible. Les 
souches d'£*. coli XS1D2 et BL21Q(DE3) ne presentent aucune activite 
carbamoylase. La souche XS1D2 (pBC8) possede une activite faible mais superieure a 
20 celle detectee chez B. stearothermophilus NCIB 8224. L'expression du gene cam par 
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le systeme T7 dans la souche BL21Q(DE3) (pETcam) fournit une activite beaucoup 
plus importante, atteignant 505 umol L~ methion ine/h/ m g de proteine lorsque la T7 
polymerase est induite. En absence d' induction, le niveau d'activite est assez 
consequent en raison de la fuite d'expression du gene de la polymerase T7, entrainant 
5 ainsi l'expression du gene codant pour la carbamoylase. 

La surexpression du gene cam dans la souche BL21Q(DE3) pETcam a ete 
confirmee par I'analyse des proteines totales sur gel de PAGE SDS. Une bande 
majoritaire correspondant a environ 30% des proteines totales (analyse 
densitometrique), possede un potds moleculaire de 44 Kda, en accord avec les 
1 0 donnees de la sequence de la carbamoylase. 



EXEMPLE 3 

Caracteristiques enzvmatiQues de la carbamoylase 

La souche E. coli BL21Q(DE3) (pETcam) presentant une forte activite carbamoylase 
15 a ete utilisee pour toutes les analyses enzymatiques. Les tests ont ete effectues avec 
Tenzyme non purifiee presente dans les extraits bacteriens. 

La stereospecif icite de l'enzyme a ete testee avec les enantiomeres de la N-carbamoyle 
methionine. L'activite a ete trouvee pour la N-carbamoyle L- methionine mais pas pour 
la N-carbamoyle D-methioriine. La carbamoylase est done une enzyme strictement Lr 
20 stereospecif ique vis-a-vis de la N-carbamoyle-methionine. 

L'enzyme peut egalement hydrolyser d'autres substrats; l'activite estimee en presence 
de la N-carbamoyle D.L-alanine et de la N-carbamoyle DJ^- leucine represente 
respectivement 132 % et 25 % de l'activite en vers la N-carbamoyle DJ^rnethionine. 

L'activite de la carbamoylase est augmentee cf au moms 5 fois en presence d'ions cobalt 
25 (1 mM) dans le melange reactionnel par comparaison avec un temoin sans cobart 
L'activite de la carbamoylase est maximale a 55 60°C ce qui est caracteristique des 
enzymes thermostables. 



9 
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1 ISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 



5 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM : RHONE- POULENC NUTRITION ANIMALE 

(B) RUE : 42. avenue Aristide BR1AND 

(C) VtLLE : ANTONY 
(E) PAYS : FRANCE 

10 <F) CODE POSTAL: 92160 

(ii) TTTRE DE V INVENTION : NOUVF1 1 F AMINO ACIDE AMIDOHYDROLASE. 
SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE CORRESPOND ANTE ET UTILISATIONS. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(iv) FORME USIBLE PAR ORDINATEUR : 
1 5 (A) TYPE DE SUPPORT : Tape 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

<C) SYSTEM E D' EXPLOITATION : PC DOS/MS- DOS 

<D) LOGICIEL : Patentln Release #1.0. Version #1.25 (OEB) 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: I: 

20 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 1230 pains de bases 

(B) TYPE : acide nuclei que 

(O NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(ui) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGIN E: 

(A) ORGANISME: Bacillus stearothermophihis 

30 (») DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



35 Met lie Gin Gly Glu Arg Leu Trp Gin Arg Leu Met Glu Leu Giy Glu 

TTG ATT CAA GGG GAA CGT CTT TGG CAA CGG CTC ATG GAA CTA GGG GAG 

9 1 8 27 36 45 

40 Val Gly Lys Gin Pro Ser Gly Gly Val Thr Arg Leu Ser Phe Thr Ala Glu Glu 

GTC GGC AAG CAA CCA AGC GGC GGC GTC ACG CGC CTC TCG TTC ACT GOT GAA GAG 

57 66 75 84 93 102 
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Arq Arg Ala Lys Asp Leu Val Ala Ser Tyr Met Arg Glu Ala Gly Leu Phe Val 
CGG CGG GCC AAA GAT CTC GTC GCT TCC TAC ATG CGC GAA GCC GGG CTT TTC GTA 
HI 120 129 138 147 156 



Tyr Glu Asp Ala Ala Gly Asn Leu lie 
TAT GAA GAC GCG GCT GGC AAC TTG ATC 
165 174 183 



Gly Arg Lys Glu Gly Thr Asn Pro Asp 
GGA CGG AAA GAA GGG ACG AAT CCG GAT 
192 201 210 



Ala Thr Val Val Leu Val Gly Ser His 
GCC ACG GTC GTC CTT GTT GGA TCT CAT 
219 228 237 



Leu Asp Ser Val Tyr Asn Gly Gly Cys 
CTC GAT TCG GTT TAC AAC GGC GGC TGC 
246 255 264 



Phe Asp Gly Pro Leu Gly Val Leu Ala Gly Val Glu Val Val Gin Thr Met Asn 
TTT GAT GGA CCG CTC GGG GTG TTG GCC GGC GTG GAA GTC GTT CAG ACG ATG AAC 
273 " 282 291 300 309 318 



Glu His Gly Val Val Thr His His Pro 
GAG CAC GGT GTT GTG ACG CAC CAC CCA 
327 336 345 



lie Glu Val val Ala Phe Thr Asp Glu 
ATT GAA GTA GTG GCG TTC ACT GAC GAA 
354 363 372 



Glu Gly Ala Arg Phe Arg Phe Gly Met 
GAG GGA GCG CGC TTT CGT TTC GGC ATG 
381 390 399 



lie Gly Ser Arg Ala Met Ala Gly Tnr 
ATC GGC AGC CGC GCC ATG GCC GGA ACA 
408 417 426 



Leu Pro Pro Glu Ala Leu Glu Cys Arg 
CTG CCG CCG GAA GCG CTC GAG TGC CGC 
435 444 453 



Asp Ala Glu Gly He Ser Leu Ala Glu 
GAC GCG GAA GGG ATT TCC CTC GCT GAA 
462 471 480 



Ala Met Lys Gin Ala Gly Leu Asp Pro 
GCG ATG AAA CAG GCG GGG CTT GAC CCG 
489 498 507 



Asp Arg Leu Pro Gin Ala Ala Arg Lys 
GAC CGC TTG CCG CAG GCA GCG CGA AAA 
516 525 534 



Pro Gly Thr Val Lys Ala Tyr Val Glu 
CCA GGA ACG GTG AAA GCC TAT GTC GAA 
543 552 561 



Leu Hxs He Glu Gin Gly Arg Val Leu 
TTG CAT ATC GAA CAA GGA CGG GTG CTG 
570 579 588 



Glu Glu Ala Gly Leu Pro Val Gly He 
GAG GAG GCT GGT CTT CCA GTT GGC ATC 
597 606 615 



Val Thr Gly He Ala Gly Leu He Trp 
GTC ACT GGC ATC GCC GGT CTG ATT TGG 
624 633 642 



Val Lys Phe Thr He Ala Gly Pro Ala 

GTG AAA TTT ACC ATC GCC GGC CCG GCG 
651 660 669 



Glu His Ala Gly Ala Thr Pro Met Ser 
GAA CAT GCC GGC GCC ACG CCG ATG TCA 
678 687 696 



Leu Arg Arg Asp Pro Met Ala Ala Ala Ala Gin He He He Val He Glu Glu 
TTG CGG CGC GAC CCG ATG GCG GCG GCC GCC CAG ATC ATC ATA GTG ATC GAA GAG 
705 714 723 732 741 750 
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Glu Ala Arg Arg Thr Gly Thr Thr Val Gly Thr Val Gly Gin Leu His Val Tyr 

GAA GCA AGA CGA ACA GGG ACA ACG GTC GGT ACT GTA GGA CAG TTG CAT GTA TAT 

759 768 777 786 795 804 

Pro Gly Gly lie Asn Val lie Pro Glu Arg Val Glu Phe Val Leu Asp Leu Arg 

CCG GGC GGT ATT AAT GTC ATT CCG GAA CGG GTC GAA TTT GTG CTC GAT TTG CGC 

813 822 831 840 849 85* 

Asp Leu Lys Ala Glu Val Arg Asp Gin Val Trp Lys Ala lie Ala Val Arg Ala 

GAC TTG AAG GCT GAG GTG CGC GAT CAA GTA TGG AAA GCC ATA GCC GTG CGG GCA 

867 876 885 894 903 912 

Glu Thr lie Ala Lys Glu Arg Asn Val Arg Leu Thr Thr Glu Arg Leu Gin Glu 

GAG ACG ATC GCC AAG GAG CGG AAC GTT CGC CTC ACG ACC GAG CGA CTG CAA GAA 

921 930 939 948 957 966 

Met Ala Pro Val Leu Cys Ser Glu Val Val Lys Gin Ala Ala Glu Arg Ala Cys 

ATG GCG CCG GTG TTA TGT TCC GAG GTG GTG AAA CAG GCC GCG GAA AGA GCG TGC 

975 984 993 1002 1011 1020 

Lys Gin Leu Gly Tyr Pro Pro Phe Trp Leu Pro Ser Gly Ala Ala His Asp Gly 

AAG CAG CTC GGG TAT CCG CCG TTT TGG CTG CCG AGC GGC GCA GCC CAT GAC GGC 

1029 1038 1047 1056 1065 1074 

Val Gin Leu Ala Pro lie Cys Pro lie Gly Met lie Phe Val Arg Ser Gin Asp 

GTA CAG TTG GCT CCG ATT TGC CCG ATC GGG ATG ATT TTT GTC CGC TCC CAA GAC 

1083 1092 1101 1110 1119 1128 

Gly Val Ser His Ser Pro Ala Glu Trp Ser Thr Lys Glu Asp Cys Ala Val Gly 

GGG GTG AGT CAT AGT CCG GCG GAA TGG AGT ACT AAA GAA GAC TGC GCC GTT GGA 

1137 1146 1155 1164 1173 1182 



Ala Glu Val Leu Tyr His Thr Val Trp Gin Leu Ala Gin Gly Glu TER 
GCA GAG GTG CTT TAT CAT ACA GTG TGG CAA CTG GCC CAA GGG GAA TAA 
1191 1200 1209 1218 1227 
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REVINDICATIONS 



1. Acide amine amidohydrolase possedant la sequence d'acides amines 
representee en SEQ ED N°l. 

2. Acide amine amidohydrolase caracterisee en ce qu'elle est issue de la 
souche Bacillus stearvthermophilus NCIB8224 et est capable dTiydrolyser des derives 
N-carbamoyle arides amines en L-acides amines correspond ants. 

3. Sequence poiynucleotidique caracterisee en ce qu'elle code pour une acide 
amine amidohydrolase selon Tune des revendications 1 a 2. 

4. Sequence selon la revendication 3 caracterisee en ce qu'il s'agit de la SEQ 

ED N°l. 

5. ADN recombinant comprenant une sequence rx)lynucleotidique selon la 
revendication 3 ou 4. 

6. Vecteur d'expression a replication autonome et/ou integratif caracterise en 
ce qu'il comprend une sequence poiynucleotidique selon la revendication 3 ou 4. 

7. Cellule recombinante contenant une sequence poiynucleotidique selon la 
revendication 3 ou 4, un ADN recombinant selon la revendication 5 et/ou un vecteur 
d'expression selon la revendication 6. 

8. Cellule selon la revendication 7 caracterisee en ce qu'il s'agit de preference 
dune bacterie. 

9. Precede de production d'une acide amine amidohydrolase selon la 
revendication 1 ou 2 caracterise en ce que I on cultive une cellule recombinante selon 
la revendication 7 ou 8 et Ton recupere I'acide amine amidohydrolase attendue. 

10. Precede selon la revendication 9 caracterise en ce que rexpeession du 
25 gene ou de I'ADN recombinant codant pour I'acide amine amidohydrolase est placee 

sous controle d'un promoteur T7 dans la dite cellule recombinante. 





r 
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11. Procede pour I'hydrolyse enzymatique de N-carbamoyle L-acides amines 
en L-acides amines correspondants men ant en oeuvre une acide amine amidohydroLase 
selon la revendication 1 ou 2 exprimee in situ ou non a partir d'une cellule selon la 
revendication 7 ou 8. 

5 12. Procede selon la revendication 11 caracterise en ce que fhydroiyse est 

eff ectuee en presence d'une quantite efficace de sels de cobalt 

13. Utilisation d'une acide amine amidohydrolase selon la revindication 1 ou 
2. ou d'une sequence selon la revendication 3 ou 4 pour la production enzymatique de 
L- methionine. 
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